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(57) Abstract: The present invention relates to a 
microfluid reaction carrier intended for the purely 
fluid or light-controlled synthesis or analysis 
of oligomers or polymers. Hie reaction carrier 
comprises a structure of flow channels for the 
fluids» while supply channels and discharge channels 
parallel to the latter form an angle relative to the 
plane of the structure of the flow channels (reaction 
areas). 

(57) Zusammenfassung: Gegenstand der 

vorliegenden Erfindung ist ein mikrofluidischer 
Reaktionstrager, der eine rein fluidische oder 
auch eine lichtgesteuerte Synthase und Analyse 
von Oligomeren oder Polymeren ermoglicht. Der 
Reakuonstrager enthalt eine Sirdmungskanalstruktur 
fiir das Durchleiten von Fluiden, wobei Zuftihrungen 
u. zu ihnen parallele Ableitungskantile unter einem 
Winkel zur Ebene der Stromungskanalstniktur 
(Reaktionsbereiche) liegen. 
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MIKROFLUIDISCHER REAKTIONSTRAGER MIT DREI STROMUNGSBENEN UND TRANSPARENTER DECK 
SCHICHT 



Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein mikrofluidischer Reaktionstrager, der je 
nach Ausfuhrungsform eine rein fluidische oder auch eine lichtgesteuerte Synthese 
5 und Analyse von Oligomeren oder Polymeren enmoglicht. Es ist dariiber hinaus 
prinzipiell jede andere Anwendung als miniaturisierte chemische oder biochemische 
Synthese- und Anaiyseplattform beispielsweise zur Anwendung in der 
Kombinatorischen Chemie denkbar. 

Mikrofluidische Systeme stehen allgemein noch am Anfang ihrer Entwicklung. Jedoch 
10 stellen sie schon jetzt ein wichtiges Gebiet z.B. im Bereich der Mikropumpen oder 
Mikroventile dar. Der Schwerpunkt derzeitiger Arbeiten auf diesem Gebiet iiegt in der 
Herstellung miniaturisierter Staikturen bevorzugt unter Einsatz von Verfahren aus der 
Halbleitertechnik. 

Mikrodosiersysteme verknupfen mikrominiaturisierte Pumpen und Ventile mit Sensoren 

15 fur Ansteuer- und Regelschaltungen. Seiche Systeme werden derzeit fur spezielle 
Anwendungen entwickelt und erprobt. z.B. fur die Medikamentendosierung oder die 
Dosierung von kleinsten . Flussigkeitsmengen im Freistrahl nach dem Prinzip eines 
Tintenstrahldruckers. Diese werden beispielsweise fur die Herstellung von 
„Polymersonden-Arrays" ver^A/endet. indem verschiedene biochemische Substanzen 

20 auf definierte Positionen eines Tragerkorpers aufgespritzt werden. 

Die Vermischung von Medien in Mikrofluidsystemen. etwa in chemischen 
iVlikroreaktoren oder in Bioreaktoren. aber auch in chemischen Analysesystemen ist 
bisher noch wenig untersucht. Besteht die Notwendigkeit einer sehr raschen 
Vermischung. so lassen sich jedoch durch den Einsatz speziell konstruierter 

25 Wirbelstrecken. oder durch die Ven/vendung eines ebenfalls miniaturisierten Mischers 
sehr hohe Mischungsraten erzielen. Die Entwicklung von Mikromischem hat noch 
keine Marktreife en-eicht und befindet sich groStenteils noch im experimentellen 
Stadium.- Die Interaktion von Fluid und Wand, wie sie fQr den erfindungsgemafien 
mikrofluidischen Reaktionstragers von Bedeutung ist. wurde bisher noch nicht naher 

30 untersucht. 
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Die Realisierung kompletter Mikrofluidanalyse-Systeme wurde bisher nur in einigen 
Fallen durchgefuhrt. z.B. in Systennen zur Analyse des Schwennetallgehaits im 
Grundwasser. Fur die Hersteliung von Test- und Funktionsmustern solcher 
Mikrofluidanalyse-Systeme werden bevorzugt verschiedene etablierte Siiizlum- 
Technologien. wie zum Beispiel isotropes und anisotropes Atzen. veoA/endet. 
Ein grower Nachteil der Silizumtechnik ist der relativ hohe Materiaipreis. Deshalb 
werden aktuell verschiedene kostengunstige Technologien entwickelt. welche d,e 
Hersteliung von Mikrostrukturen als „Wegwerfartiker eriauben. Drei dieser Verfahren 
sind Mikro-Spritzguli. miniaturisierte Heiliprageverfahren (hot molding) oder d,e 
sogenannte LIGA (Lichtinduzierte Galvanoabfomiung) Technik. Diese Verfahren 
eriauben im Versuchsstadium die Hersteliung von Mikrostrukturen mit Abmessungen 
Kleiner 1 |jm. 

Heute werden diese Entwicklungen beispielsweise in der DNA-Analytik angewendet. 
Hierbei ist das aktueiie Forschungsthema eine moglichst schnelle und daher 
hochparallele Detektion. Die Kombination von Hybridisierung als Nachweisprinzip und 
optischer Signaldetektion ist am weitesten fortgeschritten. In den USA wird d,e 
Entwicklung dieser miniaturisierten Detektions-Chips mit enormem Aufwand 
vorangetrieben. Die Leistungsfahigkeit in der Analyse liegt hier im Bereich von 10^ b.s 
maximal 10' Basen pro Stunde. 

Ziel ist daher die Entwicklung einer Technologie, mit Hilfe deren man im Bereich von 
10« und mehr Basen pro Stunde analysieren und die eonittelten Daten so aufbereiten 
kann. daft eine sinnvolle Interaktion zwischen Bediener und dem einzusetzenden 
Gerat moglich ist. Das He,zstuck eines solchen Gerates ist der Gegenstand d.eser 
Erf,ndung und soli im folgenden als mikrofluidischer Reaktionstrager beschneben 
werden. Dieser erfindungsgemaBe Reaktionstrager soli beispielsweise das zentrale 
Bauteil von Systemen zur automatischen Fragmentsynthese und -analyse von Ol.go- 
bzw. Polymeren darstellen. Ein solches System ist in der Patentanmeldung 
19924327.1 beschrieben. 

Der erfindungsgemaBe Reaktionstrager beinhaltet eine Struktur aus Mikrokanalen 
unterschiedlicher GroBe. Geomethe und Funktion. Ein Teil der Mikrokanale d.ent der 
Fluidzufuhr und -abfuhr. Alle weiteren Kanale dienen als Reaktionsbereiche. wobe. je 
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nach Anwandung optional auch Fluldresa^oirs etc. in die MIKros»uk.or in.egner, 
warden kdnnan. Dar Raak.ions.ragar wird entwader in ainar zwei- Oder e.nar 
dreidimansionaien StruKtur durchstremt Die ^aidimensionale Aus«hn.ngsvanante 
bestem aus mindastens jaweils einan, Zufuhrungs- und ainem AbfOhmngskanai ,n 
s ainer ™sabene. Diase beiden Kan.e sind d.roh .ahrera a*«3 senKrech. 
hierzu verlaufenda Kanala verbundan, wobei diese senkrechter, V8rb,nd«skanal» ais 
bmrzuste Raaktinnsbareichs dienan. Die sor^it anlstebenden Reaktionskanala kli>»,ea 
ebanfalls v^adar in kieinara Kan.ie .n,erteii. sain, wobei Jadar ReaWionsKana, a.en 
Oder menrera ReaKtionsberaiche umfa... Diasa Raaktionsberaiche konnen z.n, 
10 Beispiel entlang des Kanais angeordnet sain. 

Die Rompiexare dreidin,ensiona,e Au^fubnrngsvarianta besteb, aus drai 
S»n,ungsebenen. Die Z.«hrungskan..a sind iawaiis ..ainandar Pa-»^ ' 
ersten S rbmungsabene und die AbfOhnrngskanila jawaiis zuainander parallel ,n .ner 
d^ n S.a™n'gsabene angeordna.. wobai Zu,Obrungs. und A^«---- J, 
, e ainer senkrachtan Pro,ek.ion anlwadar parallel zuainander odar un er « a. W nke, 
zualnandar angaordne. sind, wobei diesar WInkal vo™gswe,se annahennd g a.h 90 
gaw.hl, wlrd. An den Krauzungspunkten der Kan.e in daren sankrechtar Pro,ak.,on , 
d r gewlnkaltan Anordnung odar en,ang dar Kan.le In der parallelan Anordnung s, 
auJrda. senkre.le Kan.,a angecrdnet, die eine dri«e S.r-"ngsabana ..an 
.0 die Zufonn,ngskan.le dar ars.an mi, den AbfObrungskan.ien der r«a Eb 
verblnden. Diase Varblndungskan.,a sind wesentlicb enger ais d,e Zufuhrungs- 
Abruhrungskan^la. Da.i. wird ain Obers.ren.en der ^^^^'^'^^^^Z 
ZufUhrungs. und AbfOhrungskanSlan ohne Eindringen von Fluid ,n d,a Reaktionskanala 
amnagllcht Mahrara Reaktionskanala zusamman bildan einen Reaktionsbere,=h. 
« Dam« Sind dia ta^nischen Voraussatzungen ,0r eIne sabr schneiie eff,zia„.e und 
daml. kostengonstige Bareitsteliung ainar N«eUahi von Reak«onsbera,=hen geschajfa ^ 
zum Beispiel fOr dia intagrierte Synmasa ainar Vlaizahl von Polymerscnden und d,e 
Analyse ainer Viateahl von Polymerfragmenten mineis dieser Sondan. 
,„ allan AusfOhrungsvadanten werden dia Fluida aus dan Raaktionsbaraicban 
30 abgefOhrt, ohna da. dabei ein Kontakt diesar Fluida mit einen, anderen 
Reaktionsberalot, des gesam.an ReaktionstrSgers erfolgan wOrda. Dies ,s. vor allam 
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bei Reaktionen relevant, deren Abfallprodukte andere Reaktionsbereiche schadigen 
Oder zerstoren konnten. 

Alio drei Vahanten des arflndungsgemaften mikrofluidischen Reaktionstragers haben 
auf der Ober- und 6m Unterseite jeweils eine Deckschicht. Bei der zweidimens,or,aler, 
Struktur sowla bei den parallelen ZufOhrungs- und Abfuhrungskanaien der 
dreidia,ensicnalen Struktur ist mlndestens eine der Deckschichten transparent 
ausgebildet. um eine lichtgeateuerte Phctoaktmerung in dan einzelnen 
Reakticnsbereichen dur* Individuelle Belichtung Z.B. mittels einer programm,erbaren 
Lichtquellenmatrix zu errrdglichen wle sie In der Patentanmeldung 199 07 080.6 
beschheben is.. Alle drel Varianten warden bevorzug. rrtit zwel transparenten 
Deckschichten ausgemhrt um eine permanente optlsche Prczesskcntrolle ,nn 
Reaktionatrsger sowie die Messung von Nachwelsreaktlcnen im Durchlicht zu 
ernnoglichen. 

Fur lichtabhangige Photoaktivierung sind verschiedene Schutzgruppen 
bekannt und verfiigbar, die zum Teii auch bei der Synthese von Microarrays 
zur Anwendung kommen. Hierzu zahien ais Beispiele MeNPOC, NPPOC und 
dessen Derivate sowie einige aitere Schutzgruppen, wie sie von Piliai 
(Synthesis, 1980); Hadrisan und Pillai (Proc. Indian nat. Sci. Acad. 53, 
1 987) Oder Birr et a! (Liebigs Ann. Chenn. 763, 1 972) beschrieben wurden. 

AuBerdem sind auch Methoden bekannt, bei denen die Photoaktivierung 
indirekt uber die lichtabhangige Aktivierung einer Saure (Photosaure) zu 
einer anschlieBenden ortsaufgelosten Abspaltung einer saurelabilen 
Schutzgruppe wie z.B. DMT fuhrt (siehe Gao et al in WO 9941007). Einen 
ahnlichen Mechanismus kann man sich zunutze machen, wenn nnan 
geeignete Photolacke auf den Reaktionstrager aufbringt (siehe McGall in 
PNAS 93, S. 13555-13560, 1996). 



30 
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Uber diese chemischen Methoden hinaus ist auGerdem denkbar, die 
Synthese durch Photoaktivierung und Photo-Deaktivierung von Enzymen zu 
steuern. 

Die komplexere dreidimensionale Struktur mit den urn einen Winkel gedrehten 
Zufuhrungs- und Abfuhrungskanalen ermoglicht das individuelle Bespulen jedes 
einzelnen Reaktionsbereiches aus den senkrecht angeordneten Mikrokanaien. Dies 
erfolgt indem jeweils ein Zufuhrungskanal mit Fluid bespult und an einem 
Abfuhrungskanal Fluid abgefuhrt wird. Das Fluid flieGt durch den Zufuhrungskanal in 
die senkrechten Mikroreaktionskanaie und durch den Abfuhrungskanal wieder aus 
dem Reaktionstrager hinaus. Genauso konnen auch mehrere Reaktionsbereiche 
gleichzeitig und dies sogar mit unterschiediichen Fluiden bespult werden. Damit 
erschlielit der erfindungsgemafie mikrofluidische Reaktionstrager mit der durch die 
gewinkelte Anordnung bedingten "Kreuzstruktur" eine Vielfait an Anwendungen aus 
der Kombinatorischen Chemie oder der DNA-Analytik. 

Eine weitere Anwendung ist das abwechselnde Bestromen zunachst aiier Zufuhrungs- 
und Abfuhrungskanale mit Einsatzstoffen. wobei die Funktion der Fluidzufuhr und - 
abfuhr der Zufuhrungs- und Abfuhrungskanale von Zykius zu Zyklus wechselt. Wird 
beispielsweise jeder Kanal mit einem anderen Baustein einer zu synthetisierenden 
Polymersonde bespult. so kann durch die Anwendung der Kreuzstmktur in wenigen 
Zyklen eine grolie Vielfait an Oligomer- oder Polymersonden in den einzelnen 
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Rea«reichen eines Rea«icns.r.,ers ..eugt warden. Die Synmese be,,eb,g 
spedfischer Bnzelscnden in sinem ReaWonsberaich is. durch dia zuvcr beschnebena 
Bozeiansteuerung eines ReaWionsbareiches in Erganzung problamios mbglicb. Darn,t 
biate. dar a*dungsga...a miKron.idiscbe ReaK«ons.r.ger mi. dar Krauzs.ru...r d,a 
MaglicbKai. zur efnzian.an naacba^ischan Oligca.onden- Oder P*-- 
svnLsa von .Sonden-Arrays-. DIese Vorgehansweisa so» ,m foigendan as 
Icbes M0,.ip,axan bezeiCna. warden. Aucb die ,n-si.u-Syn.nese ^ 
LassObe^acbung sowie dia in.egde«e Syn.bese- und Anaiysa sind dann,. ™g„ch. 

POr dia rein n.idiscba ReaK.ionss.auarung sind Keine " 
notwendig, iadcch abanfalis sinnvoli fur die op.ischa Prczess.on.roi,e und d. 
Lssun V n NacbwaisreaWonen. Die Da.e*n Kann biarbei eban,a„s an.wader m 
□urchiich Oder auch i. ROcKiicb. von einar Sei.e erfolgan. Ko.bin,ar, man ,a 
r^Lnsionale Kreuzs.ru.,ur mi, ibren urn einen WinKal gedreb. angaordna e 
Z«s- und Ab«brungs.an.,an ml. der ,icb,ges.euerten Pbo.oa«,v,arung dar 
bereicbe aus Mi.o.a„.an. so .ann man dia E..ienz - 3yn. ese von 
Oligomer. Oder Polymarsonden nocb wal,ar arbbhan. Sowob, die - 
als ucbtduaiie a,s aucb der benb«g.e Oe.a.or Kbnnen in dan '"^^^iZ 
Raa..ions.r.ger ln,agrle« warten. G.eiobas gil. for die '"-S-''^ ^ 
zwei.a gegenobariiagenda DacKscbicb. Aucb eine diraKtar A"=*^ J" 
programmierbaren U=b.,ue«enma.Hx ais DacKscbicb. is. mog„cb. D. s 
„s esondere dann nabeliegand. wenn der mi.ronuidiscba Rea«,ons.ra, r a^ fa^ 
Bau.eii in.ein Oer« in.agba« is. und z^scben den Anwendungen z.B. * m,sc 
garainig. wird und nur zu Wartungs^eCan geweebsel. werden mu^ Wr der 
lo/uldiscba Rea«ons.r.ger nacb ieder Va^andung -gawacbsal.^ so ,s e, 
dira..a ln.eg.«on )edocb nicb. sinnvol,. VIelmabr empnebi. es s,cb dann. 
Komponen.en im System ertsprechend anzuordnen. 

Eb=n,a„s Gegens^nd der E^dung is. die Varsorgung das mi.ro„uid,s*a 
Raa..ions.r.gers mi. dan an.spre=banden Ruiden. Hia.u wurde e,n abanf 
nauartiges. in.agbar.as Ven.sys.em Konzlpied. Dies eriaub. e,ne scbne 
Berei.sLiung einar Viaizab, an Piuiden an dan ZufObrungs- und Ab,abrungs.ana,an 

der Mikrostruktur. 
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Dieses Fluidversorgungssystem ist fur die Anwendung des erfindungsgemaQen 
mikrofluidischen Reaktionstragers fur den Aufbau von Oligomer- Oder 
Poiymersondenarrays in den Reaktionsbereichen konzipiert. Das Versorgungssystem 
gieicht sich in den Anschlussen und Komponenten fiir die „oberen" und die „unteren'' 
Zufuhrungs- und Abfuhrungskanale. Von der einen Seite her werden alle Kanale 
individuell uber ein im folgenden beschriebenes Multiplexventil versorgt. Am jeweils 
dazugehorigen anderen Kanalende werden alle Kanale zusammengefuhrt. wobei diese 
ZusammenfOhrung fur die Zu- und AbfQhrung bei einheitlicher Bespulung aller 
Reaktionsbereiche verwendet wird. Bei der Synthese von Oligomer- oder 
Polymersonden in den Reaktionsbereichen sind dies alle Zyklen au(ier der Zufuhmng 
der spezifischen einzelnen Bausteine, beispielsweise bestehend aus einem oder mehreren Nukleotiden 
im Fall der DNA-Synthese. Will man alle Reaktionsbereiche erreichen und nicht spezifisch 
auswahlen. so ist es besser. eine stromungsoptimierte Zufiihrung wie beispielsweise 
eine duale Verastelung zu wShlen, als uber das Multiplexventil mit dem hoheren 
Verschl?ppungsrisiko. Fur das Zufuhren der spezifischen Bausteine benotigt man 
jedoch das Ventil. Dieses verbindet die Mikrokan§le des Reaktionstragers auf der 
einen Seite mit einer maximal gleich grofien Anzahl an individuellen Tanks sowie 
einem Sammelanschlufi auf der anderen Seite. In einer Position des Ventils wird 
jeweils ein Tank mit einem oder mehreren KanSlen des Reaktionstragers verbunden. 
Soli das Fluid eines Tanks in einem Zyklus in mehr als einen Kanal bzw. ein 
Kanalbundel des Reaktionstragers gelangen. so wird erst ein Kanal und anschliedend 
weitere Kanale seriell versorgt. Der Sammelanschluli entspricht der 
Zusammenfuhnjng der Kanale auf der jeweils gegenuberliegenden Seite des 
Reaktionstragers. Erdient der effizienten Spulung von Ventil und Reaktionstrager. 
Die Anschlusse des mikrofluidischen Reaktionstragers an seine Fluidversorgung und 
Fluidentsorgung ist ein wichtiges Element. Wird der Reaktionstrager in der 
spezifischen Anwendung immer wieder gereinigt und wiederven^endet, so kann eine 
aufwendiger AnschluBtechnik. beispielsweise an das Multiplexventil vorgesehen 
werden. ■ Hierbei ist. insbesondere bei einer grolien Anzahl von Kanalen. eine 
Ausfuhrung analog der Halbleiterprozessortechnik mit einer Vielzahl an kleinsten 
Kanalen in sogenannten "Beinen" moglich. Diese Ausfuhrung hat stromungstechisch 
den Nachteil der Gefahr von Ablagemngen in den Biegungen und Knicken der 
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einzelnen Mikrokanale. Hier kann eine Hinterspulung wie zur Vermeidung von 
Verschleppungen vorgesehen warden. Bei der Anwendungsvariante, in welcher der 
Reaktionstrager nach jeder Anwendung ausgewechselt wird, sind schnelle und ohne 
Klebung dichtende Anschlusse notwendig. Dabei kann zum Beispiel flachig an der 
Stimseite des Reaktionstragers mit durchgehendem biegungsfreiem Kanalveriauf 
angeschlossen werden. Somit ist das Verschleppungsrisiko minimal. Eine zweite 
Alternative ist das Aufpressen der Unterseite des Reaktionstragers auf die 
Fluidzufuhrung. Geeignete chemikalienbestandige Dichtungen sind dabei jeweils 
vorzusehen. 

Unter einem Aspekt der Erfindung soli unter einer Reinigung insbesondere 
eine vollstandlge Regenerierung des Reaktionstragers verstanden werden. 
Im regenerierten Zustand kann dieser dann wieder zu einer neuen Polynner- 
synthese benutzt werden. Bei der chemischen Reinigung ist vorzugsweise 
zu beachten, dass die fur die Anbindung eines ersten Polymerbaustelns 
notwendige Anknupfungsstelle nicht zerstort wird. Die fur die chemische 
Reinigung notwendige Sollbruchstelle kann durch chemische (z.B. nass- 
chemische, photochemische, elektrochemische) oder durch eine biologische 
(z.B. enzymatlsche) Transformation gespalten werden. Dies kann durch 
einen ein- oder mehrstufigen Prozess erfoigen. Vorzugsweise wird die 
Sollbruchstelle bei der ersten Oberflachenderivatisierung des mikrofluidi- 
schen Reaktionstragers - vorzugsweise im Linkersystem, das die Oberflache 
mit dem ersten Polymerbaustein verbindet - bereitgestellt. Es ist jeweils 
sichergestellt, dass die Sollbruchstelle weder wahrend der Synthase noch 
wahrend der Analyse durch die verwendeten Analyten oder Reagenzien 
gebrochen werden kann. 
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Einstufiger Prozess: 

Die Sollbruchstelle wird durch eine einzige Transformation gebrochen. 
Beispiele hierfur sind basenlabile Linker, saurelabile Linker, oxidationslabile 
Linker oder der Abbau mit Hiife von geeigneten Enzymen. 

Neben einer chemischen Reinigung kann damit auch eine enzymatische 
Reinigung des Reaktionstragers durchgefiihrt werden. Hierbei werden die 
nnit dem Reaktionstrager verknupften Polymer- bzw. Oligomersonden mit 
einem DNA- bzw. RNA-abbauenden Enzym oder einem Peptid-spaltenden 
Enzym gespalten bzw. "verdaut", wodurch es zu einem teilweisen oder 
vollstandigen Abbau der Sonden kommt. Im Anschluss kann der Reaktions- 
trager erneut zur Synthese neuer Sonden verwendet werden. 

Als Enzyme kommen Nucleasen wie Exonucleasen oder Endonucleasen in 
Frage, die einen Nucleinsaurestrang von den Enden bzw. innerhalb des 
Sondenstrangs angreifen und Nucleotide bzw. Nucleoside als Spaltprodukte 
hinterlassen. Im Fade von RNA ist die Verwendung von RNAsen (wie RNAse 
H usw.) moglich, die bei Ausbildung eines RNA-DNA-Doppelstrangs selektiv 
den RNA-Teil zerschneiden, wodurch bei RNA-Sonden die gesamte Sonde 
und bei RNA-Teilabschnitten als Sollbruchstelle der RNA-Abschnitt 
gespalten wird. Die Regeneration eines Reaktionstragers mit DNA-Sonden 
kann ebenfalis durch Einsatz von DNAsen (DNAse I, DNAse II, etc.) erreicht 
werden, wodurch sowohl einzelstrangige als auch doppelstrangige DNA 
abgebaut werden kann. 

Ebenfalis konnen Peptid-spaltende Enzyme f iir den Abbau von Peptidsonden 
bzw. Peptid-Sequenzabschnitten als Sollbruchstelle eingesetzt werden. 

Mehrstufiger Prozess: 

Die Sollbruchstelle wird in einem mehrstufigen Prozess gebrochen, d.h. die 
Sollbruchstelle ist in einer Form maskiert. Hierzu ist notwendig, dass diese 
Maskierung in einem oder mehreren Schritten zunachst entfernt wird, bevor 
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im darauffolgenden Schritt die Sollbruchstelle dann letzendlich gebrochen 
werden kann. 

Als ein Beispiel kann ein maskierter photolabiler Linker verwendet werden, 
in dem durch eine vorgeschaltete Transfornnation eine fur die Photolabilitat 
notwendige o-Nltrofunktion erst generiert wird. Das kann z.B. durcli 
Oxidation einer Aminofunktion erfolgen. Dieser - nicht notwendigerweise 
spezifische - Oxidationsschritt kann enzymatiscin oder nasschemisch 
erfolgen. 1st die o-Nitrofunktion erzeugt, kann dann die Spaltung der 
Sollbruchstelle durch Lichteinstrahlung erfolgen. 

Als eine weitere Losung kann in einem ersten Schritt eine doppelstrangige 
DNA-Sequenz durch Zugabe eines zum Linker komplementaren Analyten 
erzeugt werden, die dann im folgenden Schritt durch ein spezielles Enzym 
(Restriktionsenzym) erkannt und spezifisch abgespalten wird. 

Bei Verwendung eines RNA-Teilabschnitts als Sonden-"Sockel" kann eine 
chemische Regeneration des Reaktionstragers ebenfalls in mehreren Stufen 
erfolgen. Dabei wird zunachst die Synthese unter Verwendung von 2'-0H- 
geschutzten Phosphitamidbausteinen durchgefuhrt. Nach Hybridisierung und 
Analyse wird fur die Regeneration die Schutzgruppe des RNA-Teilabschnitts 
abgespalten, woraus eine freie 2'-0H-Gruppe resultiert. Daraufhin kann in 
einem folgenden chemischen Reaktionsschritt mit Hilfe von Perjodat oder 
anderen Oxidationsmittein der Ribosezucker gespalten und die Sonde durch 
(S-Eliminierung vom Reaktionstrager entfernt werden. 

Den vorstehend beschriebenen Prozessen der Reinigung (Rezeptorabspal- 
tung) kommt im Rahmen der Erfindung selbstandige Bedeutung unabhangig 
von einer speziellen Trager-Ausgestaltung zu. Der Anmelder behalt sich vor, 
ggf. selbstandige Patentanspruche zu der beschriebenen Technologie der 
Reinigung bzw. Rezeptorabspaltung aufzustellen. 
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Es sei darauf hingewiesen, dass die Rezeptorabspaltung bzw. Molekul- 
abspaltung im vorstehend eriauterten Sinne auch dazu durchgef uhrt werden 
kann, abgespaltene Molekule zu sammeln und fur weitere chemische 
Prozesse, z.B. fur einen Syntheseschritt, einzusetzen. In diesem Sinne 
konnen die Reinigungsprozesse als Schritte zur Gewinnung von auf einenn 
Trager synthetisierten Molekiiien betrachtet werden. 

Der Aufbau des erfindungsgemalien mikrofluidische Reaktionstrager erfoigt wie dies 
auch in der Haibieiter-Mikrotechnik ubiich ist in mehreren Schichten. Hierbei kann 
zwischen einer Einteilung der Mikrcstmktur in funktionale Schichten und 
konstruktionsbedingte Schichten unterschieden werden. 

Wahrend es in einer zweidimensionalen Struktur mindestens drei funktionale 
schichten gibt. besteht eine dreidimensionaie Struktur aus mindestens funf 
funktionalen Schichten. Diese funktionalen Schichten sind nachfolgend naher 
beschrieben. In der Produktion lassen sich oft mehrere dieser funktionalen Schichten 
mitteis geeigneter Hersteilungsverfahren in eine konstmktionsbedingte Schicht 
integrieren. 

Die funktionalen Schichten der zweidimensionalen Stniktur enthalten eine mittiere 
Stmkturschicht. in welche die Mikrostromungsstruktur aus Kanalen. 
Reaktionsbereichen und Resen/oirs eingebracht ist. Sie wird mit einer oberen und 
einer unteren Deckschicht verbunden und kann aus Glas, Kunststoff oder Siiiz,um 
beschaffen sein. Je nach Ausfuhrung kann das verwendete Material transparent oder 
auch lichtundurchlassig sein. Beispielsweise empfiehit sich als lichtundurchiassiges 
Material Futoran-GIas der Fimna Schott. Silizium oder Teflon. 

Die dreidimensionalen Strukturen bestehen aus funf Funktionalen Schichten. Einer 
ersten .oberen" Deckschicht. einer darunteriiegenden Stmktur aus Mikrokanalen fur 
die Fluidzufuhmng und Abfuhmng in zur zweidimensionalen Struktur analogen Weise. 
einer mittleren Ebene aus senkrechten. (bevorzugt um mindestens den Faktor 10) 
kleineren Mikrokanalen. welche als Reaktionsbereiche dienen. Auf der „Unterse,te" 
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schiielien sich wieder eine Ebene fur Fluidversorgung und eine Deckschicht an, die 
beide analog zur „Oberseite" ausgebildet sind. Insgesamt ist der Reaktionstrager 
spiegelbildlich zu einer mittleren Ebene aufgebaut. Die Hersteliung mu(i sich nicht 
unbedingt nach den funktionalen Schichten richten. So ist eine Integration der 
Zufuhrungs- und Abfuhrungsstruktur sowohl in der mittleren Schicht als auch in der 
Deckschicht moglich. Fur die mittlere Schicht mit den senkrechten Mikrokanalen als 
Reaktionsbereiche konnen beispieisweise geeignete Siiizium-Wafer aus der 
Halbleitertechnik mit geatzten „Poren" der Firma Siemens Oder zusammen- 
geschmolzene Giasfasern (Fiberglas-Wafern) der Firma Schott mit herausgeatzten 
Seelen und einem GrolSenverhaitnis zwischen Wandstarke und Kanalquerschnitt von 
vorzugsweise 1 zu 5 verwendet werden. Um die exakte Bespulung nur der 
„angesteuerten" Reaktionskanale zu verbessern, kann die mittlere funktionale Ebene 
durch eine obere und eine untere Zwischenschicht erganzt werden. Diese 
verhindert bzw. erschwert ein ungewolltes Einstromen von Fluiden 
(hydrophile bzw. hydrophobe Barrieren). 

Die notwendigen Herstellungsverfahren unterscheiden sich je nach dem verwendeten 
Material. Bei Silizium-, Glas- und Fiberglaswafern (mit und ohne Seele) kommen als 
Verbindungstechniken Bonding-Verfahren zum Einsatz. Die Telle, wie zum Beispiel die 
verschieden Wafer, werden durch Atztechniken sowie Sagen und Poiieren hergestellt. 
Fur die Verwendung von Kunststoffen wie Teflon, welches lichtundurchlassig ist, und 
COC Oder Polystyrol, welches transparent ist; kommen Verfahren wie 
Spritzguss, HeiSpragen oder LIGA zum Einsatz. Die Verbindung von 
Bauteiien erfolgt z.B.- mittels Kleben oder UltraschallschweifSen oder durch 
mechanische Druckdichtung mittels einer Halterung oder eines Rahmens. 

Die obere Deckschicht schliefit die damnteriiegende Mikrostromungsstruktur nach 
auBen ab. Hierdurch entstehen die Mikrokanale. Fur den Eintrag von Licht in diese 
Kanale ist die Schicht lichtdurchlassig ausgebildet. Fur eine optimierte Optik konnen 
auch Mikrolinsen in Glas der Firma Mikrogias oder Kunststoff (IMM Mainz) venA/endet 
werden. Moglich ist ebenfalls der Einsatz einer Wabenstruktur aus 
zusammengeschmotzenen Giasfasern, die z.B. von der Firma Schott oder ITT 
entwickelt wurde und beispieisweise bei Nachtsichtgeraten zum Einsatz kommt. Hierzu 
werden lange Glasfaserbundel so erhitzt, da(i sie zusammenschmelzen und eine 
Einheit bilden. Auf diese Weise entsteht eine .Stange", von welcher dann in zur 
<^iiiri,imtRrhnnInaie analoqen Weise dunne Scheiben abgesagt und poiiert werden. 
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Diese konnen anschliefiend mit Glas oder Silizium gebondet oder mit Kunststoffen 
verklebt bzw. verschweifit warden. 

Der erfindungsgemaSe mikrofluidische Reaktionstrager wird in seiner 
bestimmungsgemafien Verwendung folgendenmaGen eingesetzt: Zunachst wird eine 
Gruppe von Reaktionsbereichen durch die Mikrokanale einer zwei- bzw. 
dreidimensionaien Mikrostruktur angesteuert. Nach der dort erfolgten Reaktion werden 
die in den einzelnen Reaktionsbereichen entstehenden Reaktionsprodukte durch 
Mikrokanale abgefuhrt, ohne dali dabei die Reaktionsprodukte einen weiteren 
Reaktionsbereich durchstromen. Dabei kann eine Ansteuerung der Reaktionsbereiche 
in der beschriebenen dreidimensionaien Kreuzstruktur zur rein fluidischen Synthese 
von Oligo- oder Polymeren aus Mono-, Oligo- oder Poiymeren, oder auch zur 
Beschleunigung der lichtgesteuerten Synthese oder einer kombinierten 
nasschemischen und lichtgesteuerten Synthese von Oligomeren oder 
Polymeren durch das beschriebene intelligente Multiplexen der Einsatzstoffe 
genutzt werden. 

Wahrenddessen erfolgt eine optische Kontrolle ailer Reaktionsbereiche und 
Mikrokanale durch transparente Deckschichten als Plattform fur eine In-Situ-Synthese, 
eine permanente Prozesskontrolle und Regelung der Ablaufe in der Mikrostruktur. 
Damit ist die Basis fur eine umfassende Qualitatssicherung geschaffen. Lichtsignale 
von Nachweisreaktionen, welche in den Reaktionsbereichen durch chemische (z.B. 
Lumineszenz), biochemische (z.B. Biolumineszenz) oder lichtinduzierte (z.B. 
Fluoreszenz) Reaktionen entstehen. konnen in einem den fluidischen Mikroprozessor 
umgebenden integrierten ^ Synthese- und Analyse-Gerat, wie es in der 
Patentanmeldung 19924327.1 beschrieben ist, erfafit werden. Weiterhin moglich sind 
Absorptionsmessungen inn Reaktionstrager durch die Erfassung von Lichtsignalen, 
welche die Mikrokanale und Reaktionsbereiche im Durchlichtverfahren durchqueren 
Oder im Rucklichtverfahren reflektiert werden. Dies kann zum Beispiel fur eine 
erweiterte qualitative Qualitatssicherung genutzt werden. 

Die Vorteile dieses erfindungsgemalien mikrofluidischen Reaktionstragers sind 
vielfaitig: Zum einen werden die Reaktionsprodukte von jedem Reaktionsbereich 
abgefuhrt, ohne dafi ein weiterer Reaktionsbereich mit den Reaktionsprodukten in 
Beruhrung kommt. Dies ermoglicht die Durchfuhrung von Reaktionen fur die Synthese 
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A„a,se in den ReaKUonsbereichen, welCe Raa*n.produK.e (EndprcduKte Oder 

zllnproduKta, a.eu,en. die fOr andera RaaK«ons.araicne s*d„c. waren. 

Piarhen haben die dreidimensionalen Mikrokanale eine 
Im Vergleich zu planaren Flachen nacen a 

groaere als Festphase nutzbare Oberflache. 

J ^:=r+ Hip fiir die Reaktionen ben6tigte 

Fluldnnenga und erhcht gle,=hze, g Hybndislarungszaitan bei 

..a,an.a B,nd.n^n J auc^^^^^^^^^^^ 
Anwendungen in der DNA, kina, tinm, 

. nprkschichten warden Photoreaktionen zum Beispiel fur die 
Ourc. transparente ^.^^ ,,er Proteinen. etc. er.ag.icht. 

lichtgesteuerte Synthese von DNA, RNA. h-iNM. 

♦r^n^narenten Deckschichten eine permanente 
Auaerden. wird durch ^'^ ; ^^^^ ^^^^^^ 

P.ozesskontro,,efOrdieRege.u g ae^ -^^^^^^^^ ^^^^^^^^^^ ^^^^ 

ermaglicht. Dadurch werden d.e ^^^^ p,o 

Detektion deutlich reduziert. wom.t sich d.e Zahi 
Material- und Zeitelnsatz erhoht. 

• n.t. Ausiegung der Geometrie der einzelnen Reaktionsbereiche 
Durch e>ne gee.gnete Ausiegung ^^^^,^^,^^,,,^en lassen sich die 

sowie der Mikrokan.e zw.schen ~ Brechungsindizes im 

Strahiengange unter Berucksichtigung der auftretende 
Reaktionstrager gezielt beeinflussen. 

••fipn fluidischen Mikroprozessoren konnen als emfache 
Oie e^ndungsgemaaen " sind hier 

Komponenten fur den e.nmal.gen Gebrauch g .^^ 

,^ f t^ff <^tmkturen zu bevorzugen, aber aucn uias unu 
.ostangonsuga Kunststoff, St^KUi^n 

odar aucn Ma.eHa,Kon,bin3.,one s.^ alsj^^ ^^^^^^^^^^ 
.rna.ga.«S.dan.....n.ba«a...^ 



konnen. 
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dreidlmensionale Geometric ist also die nutzbare ReaktionsoberflSche stark 
vergrSBert Diese Grofte der Oberflache ist far die Vewendurg als teste Ptiase von 
croBer Bedeutung. Sie kann zum Beispiel fflr die Aniagerung von Oligonuklectiden bei 
der Synthese irt, ReaktlonstrSger ebenso von Bedeutung sein wie for die Anlagerung 
von vorbeistromenden Proben-Fragmente bei einer Analyse im ReaktionstrSger. 
Die dreidin,ensionale Kreoz- Stnuktur em^agllcm Anwendungen zum Beispiel In der 
Oligonukleotid- Anaiytik oder in der Kombinatorischen Che.ie etc. Durch d,e 
Verwendung der beiden sicb Oberkreuzenden Strukturen l.a. sich schnell e,ne V,elzan, 
an unterscnledlicnen Kombinationen von Ollgomeren oder Polymeren in den 
individuellen ReakUonsberelchen das ReaktionstrSgers erzeugen. Dadurch ,st e,ne 
sehr etfizlente naBcbemische Synmese eines Oligomer- Oder Poiymersondenarrays ,n 
einem ReaktionstrSger mbgiioh. Dies kann oomputergesteuer. erfo^en, woduroh d,e 
Erzeugung von beliebigen Nukleotidkombinationen in jedem Reak«onsbere,ch 
ermagllch. wird. Die Analyse kann ebenfaiis direk. ,m Reak,ionstr.ger erfolgen. wobe, 
eine permanente ProzeUkontrolle mSglicti ist. 

Ourch ein entsprechendes Multiplexen der Fluide kann die Zahl der 
Hersteliungszyklen von .Sondenarrays" reduziert werden. FOr die o«sspe.«s=he 
E^eugung einer «zahl unterschiediicher Oligo- Oder Polymersonden von 
beispielsweise 20 Basen Unge auf einer planaren Obe^.ohe mittels ort„oher 
PhCoaktivierung benMg. .an in ieder Ebene vier Synthesezykien. was durch d,ev,er 
verschiedenen Basen beding. ist. Insgesamt werden also 4 x 20 = 60 Zyklen benot,gt. 
Dabel besteh. keine systemaUsche Moglicnkel. die Anzahl an Synthesezykien zu 
redu^eren. Bei der Synthese im mikrofloidisohen Reak^onstrager bietet sich Nngegen 
die Magli^keit, die Bnsatzstoffe, also die Mono- Oder Oligomere. gleichze^g auf 
mlkrofluidische Subberelche zu verteiien. Dadur* lessen sich die Synthesezykien be, 
ve^endung von Tetrameren beispielsweise auf minimal 5 Zyklen reduzieren. D,e 
genaue Anzahl der fur einen speziflschen Sondenarray benafigten Zyklen is. mr ledes 
Sondenmuster individuel, und kann nur als staUstischer Mi«elwer, angegeben werden, 
wenn die Anzahl an Reaktionsberelchen im Reak«onstr.ger, die Anzah, an paralle en 
fluidischen Subr^umen und die Lange der zu synthetisierenden Oligomere vorgegeben 



ist. 
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J . ™it rtem orfmdunasgemaaen Reaktionstrager anwentjbar: 
Folgende Vetfahren warden mil dam eninaungaa 

r,s/,nm..n.n und Polvmeren bis zu ganzen Genen und 
Neben der Synthase von Oligomeren uno ru, 

• ^ A- .Mnlirhkeit des "de novo"- Sequenzierens von nicht 
Genomen bietel sich die MoglicnKeit aes 

■ r,Mi RNA PNA LNA. Proteinen und anderen durch einen 
bekannten Polymeren wie DNA. RNA. m,, 

^ •+«fnm Prnhpnmaterial. Daruber hinaus moglich ist das 
Sequenzverglelch mit aufbereitetem Probenmaiendi. u , , . ., 

Re-- Saquenzieren von Polymeren. also der Verglelch von bekannten m,t 
"unbekannten Sequenzen. wobei die bekannten Sequenzen gezlel. ausgewShl. wards. 
Ebenfalls n,5gli=h Ist die Herstellung von Substanzblbilotheken «r Screening- und 
Analyseverfanren, Insbesondere zur Nukleins^ure-Analyse Uber Hybnd,s,emng. 
,„ dem e*dungsgenna^n mikrofluidischen Rea*ns.rager lessen sich aile 
Vorg.nge von der Synthase bi. .ur Ana.se eintacher oder kon,p,exar Molaku 
inte rteL und diese sehr efflzient durchfohran. Dies armagilcht zum Be,sp,e 
Jbia und kostensparende Analyse einer gro^en Zah, von Polyn^eren dure 
Bereitstallen einer VIelzah, von individuellen und spazi.schen -V--';-" 
mlniatuHsle^n, Fon.at mit anschlieaendem Vergieloh der Sonden m,t Analyte 
Probenmatertais. Dadurch kann in Screening- und Analyseverfa ran e.e 
Menge an Ma^aten erzeugt werden und somit die ln,orma„ons^lie b.ologischer 
Systema efflzient in kO-zester Zeit ganzheltlich bewSltigt werden. 
Anwendungsfalder sind au.erdem Varfahren und Ger..e zur 
dlskreten Pragmentana^se. weiche durch die vo*gende E«ung besch euh.g und 
damit eBzlent einsatzbar gemacht werden, sowie pHnzlpiell aile A-n^-ge d. 
Oiigo/Polymeranalyse wIe bei Liquid Chrcn..=graphie/High Pressu. q d 
Chlmatographie, Gaschromatog.phle, O--"""^^'^ 

Gelelaktrophorese. Kapillarelaktrophorase, Massenspek.rome.ne e.a sow,e a 
Ahwendungan von .Sonden Arrays-. Wai.e^ln untarstotz. w,rd dam de 
Substanzent„ic«ung und das Aus.es.en von en.prechenden ^^^^'^^^ ^^^Z 
Pharmaforschung. WeLere wich.ga Anwendungsgebie.e s,nd d,e Mole la 
Olagnostik. DNA- und/qder RNA-Analysa. Screening nach molekularen inter kt,o 
beispieiswaise in dar Imnnunologle. Molekuiarbiologle, H.stoiog.a und 
Kombinatorischen Chemie, 
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hoi der Fertiqung der Reaktionstrager eine 

Vielzahl von Ausfuhrungsvananten. die in den to y 

qtruktur des mikrofluidischen Reaktionstragers in 

hofindetsichindermittlerenStromungsebeneaOdes 
OieM.roKa„a,s.™.tur1 unteren 

Ju^: 1 - ^^^^^^^^ ^ A.f0..n,s.an.en 3. 

:rr:: «e„.en Kea.— ^ - .we. — s 
einem Reaktionsbereich. 

~rr::: :o3: — 

transparent oder lichtundurchlassig. 

1 04 und die Fluidabfuhrung 1 03. 

• oio Kreuzstnjktur des mikrofluidischen 

Mikrokanalen 202 una 

•3^ mit rien IVlikrokanalen 203. jeweiis um 
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Reak.ions^n„e in den Reakticnsberaichen 204. Die DecKschichten 20 und 30 
sind waWweise transparent Oder lichtundiirchlass,g. 
Pi, Sa 5b und 5c zeigen n.chmals die Darstellungen der Fig. 4a, 4b und 4. Dabe, 
" verdeu^en die Schnittdarsteliungen der Mi.ros.ru.ur 200 den 
Stra^ngsvedau, durch die ZufOhrungs- .nd Ab«h.ngs.ana,e 202 und 203. 
so«e die Reaktionskanale 201 in den ReaWonsbereichen 204. 
Fig S zeigt die Oarstellung einer einzelnen zweidi^ensionaien S.ra™ngs3^K,ur 
alg Pig.1 mi. ver^nderten OuersCnitten der Z.fObrungs.ana>e 2 und d. 

. 3 zur gezieltan Stramungsbeeinflussung. Die 

:r :::::: ..u — .ne. .nd .er i. 

Q„ers*ni« unverSndert. kbnnen aber au* modiflzlert warden. 

Fin S aine einzelne zweidimensionale StrSmungsetruktur nrat .n 

. .., , zur qezielten Stromungsbeeinflussung. Die 
ripr Abfuhrungskanale 3 zur gez-ieucu 

::rnsKanJe4 .itieweits .indasten. eine. -^^^^^^^ 
Querschnm ebentalls verSndert und nicbt einhei«,ch ,n der Groae. D,e S.™k.u 
w::irc die scttr^g angeordnetan Oeckscbicbten 10 und 20 ges^ssen. 
Pig. a zeigt die Oarsta«ung einer dreidimensionalan Stramungsstruktur analog F,g^ 2 

:r:rrin ,04 .nd dabe, .n,brer.^^^ 

unverandert. 

lono narstellunq wobei die Reaktionsbereiche 104 
Fig. 9 zeigt eine zu Fig. 8 analogs Darstellung. w ^bfuhrungskanSle 
entsprechender der GroUe der Zufuhrungskanale 102 und 
103 unterschiedliche GroUe au^A/eisen. 

c-^ 1^ -^h nnd 3c analoge Darstellung. wobei 
Fig.lOa. 10b und 10c zeigen e.ne zu F.g. 3a. 3b und 3c g 

sich die ZufOhrungskanile 102 und die Abfahrungskana.e 103 .n .hre H he 
H nlit die Stromung beeinflussen. Die Reaktionsbereiche 104 
verandern und damit die btromuny mittieren 
und die ReakticnskanSle 101 sind, bedingt durch d,e D,cke der 

3 Strukturschicht 40. einheitlich lang. 
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Figlla 11b 11C, 11d und He zeigen eine dreidimensionalen Kreuzstruktur der 
Stromung in einer zu Fig. 4a. 4b. 4c. 4d und 4e und 5a. 5b und 5c anaiogen 
Darstellung mit veranderten Querschnitten der Zufuhrungskanale 202 und 
Abfuhrungskanale 203 zur gezielten Stromungsbeeinflussung. D.e 
Reaktionskanale in den Reaktionsbereichen 204 sind dabei von unveranderter 

Gr6(ie. 

F,g 12a zeig. die Darstellung der Rg. 5c der Kreuzs.^«ur mi. »ei Detailvarianten 12b 
und 12C Das Detail 12b stellt die Struktur aus den Deckschichten 10 und 20 
sowie alner mittleren Sct,i=t,t 40 mit den Reaktlonsbereictien ,n den 
ReaMlonskanSlen 201 sowie den ZufOhrungskanalen 202 und den 
Abfuhrungskanalen 203 dar. Im Detail 12c sind die Reaktionskanale 201 aus 
der Variante 12b ieweils dutch eine dreischichtige Mikrostruktur ersetzt. Diese 
umfallt zwei Schlchten 301 und 303 zur Glittung und Stabiiisierung der Zu- und 
Abstramung 202 und 203 sowie einer eigentllCen Reaktionsschict,. 302 aus 
weiteren Mlkrokan5len Oder belsplelsweise einem Giasfl.es. 
Fig.13 zeigt eine Anschiuavariante der Mikro-Kreuzstruktur 200 nach Fig. 4a 4b. 4c 
4d 4e und 5a, 5b und 5c mit zwei Mikroanstromungskanalvananten 401 und 
402 Beide Varianten verbinden elnen Kanal fOr die Ruidversorgung 400 iewe.is 
mit alien parallelen KanSlen 202 und 203 der belden Ebenen. So konnen 
samtliche Reaktionsbereicbe 204 gleicttzeitig auf verschiedenen Zu- und 
Abfiihnjngsvarianten mit Fluid bespult werden. 
Fig.,4 zeigt eine zu Fig.13 analoge Darstellung mi. zwei in die Fluidversorgung 
integrlerten Venfflen 500. Diese versorgen die Mikrokanalsm,k.ur 200 uber d,e 
Kanale in der einen Ebene 202 und der anderen Hbene 203. Dadurch k6nn.n 
die ReaWionskanale in den ReakUonsbereichen 204 mIt Ruid bespQIt werden^ 
Es konnen ein. mehrere Oder alie Reak«on=bereiche 204 gleichzeHg mit Flu,d 
bespul. werten. Durch die Ventiisteilung und die Stramungsrichtung durch d,e 
Reaktionskanale kannen schnel. beiiebige Fiuidversorgungszykien reai,s,e,t 
werden. Hierzu sind nur die Ventiie 500 zu versteilen und mit Unter- oder 
Oberdruck zu beaufschlagen. Auch die elnheitlichen ZufQh^ngen 400, h,er m,t 
der Kanalvariante 402, kannen in die Fluidzykien integrierl werden. 
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Fig. 15a zeigt eine Ausfuhrungsvariante des Ventils 500 aus Fig. 14 mit weiteren 
Schnittdarstellungen 15b und 15c. Das Ventii ist horizontal in Mikrotechnik 
ausgefuhrt. Es besteht im wesentlichen aus einer Scheibe 509 und einer Platte 
600. Die Platte ist mit der Mikrostruktur 200 Qber Kanale 601 bis 604 
verbunden. so dali wahiweise die Fluide der Zufuhrungskanaie bzw. der 
Mikrotanks hinter den Kanalen 501 bis 504 in die Kanale 202 der Mikrostruktur 
gepumpt werden konnen. Die Zuordnung kann durch Drehen der Ventilscheibe 
509 seriell verandert werden. Dieses Ventii 500 kann gemali Fig.14 auch an 
beide Kanalstrukturen 202 und 203 der Kreuzstruktur 200 angeschlossen 
werden. Damit konnen die Reaktionskanale individuell mit Fluid benetzt 
werden. Uber eine zentraie Zufuhmng 510 im Ventii 500 werden analog zu den 
Stan-en Zusammenfuhrungen 401 und 402 aus Fig. 13 die einzelnen 
Mikrokanale 601 bis 604 wahiweise verbunden. beispielsweise fur einheitliche 
Bespulungen beim Reinigen oder anderen einheitlichen Schritten z.B. bei der 
ortsaufgelosten Synthese im Reaktionstrager. 

Fig. 16a zeigt eine weitere Ausfuhnjngsvariante des Multiplexventils 500 mit der 
Schnittdarstellung 16b. Hier sind die einzelnen VersorgungskanSie 501 bis 516 
kreisfomiig um den Reaktionstrager 200 angeordnet. Das Prinzip entspricht 
Fig.lSa. 15b, 15c. Es konnen damit jedoch mehr oder grofiere AnschlCsse 
realisiert werden. Die Scheibe 509 befindet sich wieder auf einer 
zweischichtigen Grundplatte 600 und 610. 

Fig.17 zeigt einen fluidischen Reaktionstrager im Querschnitt, der durch eine 
Spannvonichtung aufgenommen ist, die mit zwei gegenuberliegenden 
Spannbacken 701 und 702 mit einer integrierten Stromungsfiihrung 703 
versehen ist. wobei diese Strftmungsfuhrung in einer Stromungsebene 202 
ohne Biegung etc. in den Kanalen auskommt. Die gleiche Anordnung ist auch 
fur die Kanale 203 moglich. Weiterhin dargestellt ist eine schmale Dichtflache 
705. 

Fig.18 zeigt eine weitere AnschluSvariante mit Stromungsfuhrung 703 mit Biegungen 

704 in mindestens zwei Ebenen. Dargestellt ist weiterhin eine breite Dichtflache 

705 im Auflager710. 
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Fig 19 zeigt eine weitere Anschlulivariante mit Stromungsfuhrung 703 mit Biegungen 
704 in mindestens zwei Ebenen. Mikrobeine 721 analog zu einem Prozessor 
aus der Haibleitertechnik verbinden den Aufnahmesockel 720 mit dem 
Reaktionstrager 200 bzw. den Kanalen 202. Die Kanale 203 konnen analog 
angeschlossen werden. Eine Dichtung erfolgt durch die Mikrobeine 721 durch 
verkleben oder einstecken. 

Fig 20 zeigt am Beispiel der Mikrobeine 721 aus Fig.19 eine Hinterspulung 803 zur 
Vermeidung von Ablagerungen in einer Biegung der Stromung und der dam.t 
verbundenen Verschleppungsgefahr. Diese Mikrobeine 721 sind in dem 
Reaktionstrager in der unteren Deckschicht 10 verankert. Durch die zwe.te 
Reihe an Reinigungsbeinen 801 kann gezielt Fiussigkeit uber die Kanale 802 .n 
die Ecken 803 gespult werden und dadurch eine Ablagerung vermieden bzw. 
beseitigt werden. 



15 
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Anspruche 

1 Mikrofluidischer Reaktionstrager mit einer . Mehrzahl von Reaktionsbereichen, 
dadurch gekennzeichnet, da(i dieser Reaktionstrager eine Stromungskanalstruktur 
fur das Durchleiten von Fluiden enthalt, wobei Zufuhrungskanale und dazu 
parallele Abfuhrungskanale durch zu diesen unter einem Winke! angeordnete 
Verbindungskanale miteinander verbunden sind und besagte Verbindungskanale 
Oder auch Teile der Zu- und Abfuhrungskanale als Reaktionsbereiche dienen. 

2 Mikrofluidischer Reaktionstrager nach Anspruch 1 . dadurch gekennzeichnet, dali 
die Stromungskanalstnjktur aus drei Stromungsebenen besteht. wobei die 
Zufuhrungskanale zueinander parallel in einer ersten Stromungsebene liegen und 
die Abfuhrungskanale zueinander parallel in einer dritten Stromungsebene liegen 
und zu diesen beiden Stromungsebenen senkrecht oder annahemd senkrecht die 
Verbindungskanale mit den Reaktionsbereichen liegen. 

3 Mikrofluidischer Reaktionstrager nach Anspruch 2. dadurch gekennzeichnet. dafi in 
einer zu der ersten und der dritten Stromungsebene senkrechten Projektion die 
Zufuhrungskanale der ersten Stromungsebene die Abfuhrungskanale der dritten 
Stromungsebene unter einem Winkel kreuzen. 

4 Mikrofluidischer Reaktionstrager nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet. daft jeder Stromungskanal individuell uber ein Ventilsystem mit 
Fluid bestromt und entleert werden kann. 

5 Mikrofluidischer Reaktionstrager nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet. dali die Abfuhrung des Fluids jedes Reaktionsbereichs ohne 
Kontakt dieses Fluids zu den anderen Reaktionsbereichen erfolgt. 



6 Mikrofluidischer Reaktionstrager nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet. da(i die Stromungskanalstruktur einseitig mit einer transparenten 
Deckschicht versehen ist. 
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7 Mikrofluidischer Reaktionstrager nach einem der Anspmche 1 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet, dali die Stromungskanalsfruktur beidseitig mit einer transparenten 
Deckschicht versehen ist. 

8 Mikrofluidischer Reaktionstrager nach Anspruch 5 oder 7, dadurch 
gekennzeichnet, dali die transparenten Deckschichten aus Glas oder Kunststoff 
bestehen und in diese Deckschichten eine Struktur von Mikrolinsen derart integriert 
ist. dafi das einfaliende Licht auf die Reaktionsbereiche fokussiert wird und das 
ausfallende Licht einer Nachweisreaktion entsprechend gebundelt wird. 

9 Mikrofluidischer Reaktionstrager nach Anspruch 6 oder 7, dadurch 
gekennzeichnet. dafi die transparenten Deckschichten aus einer Vielzahl von 
paralielen verschmolzenen Glasfasem bestehen, weiche derart zu einer 
transparenten Wabenstruktur ausgebiidet sind, dafi das ein- und ausfallende Licht 
parallelisiert und ein seitliches reflexionsbedingtes Ausbreiten des Lichtes in der 
Deckschicht verhindert wird. 

10 Mikrofluidischer Reaktionstrager nach einem der AnsprOche 1 bis 9, dadurch 
gekennzeichnet. dali die Wande zwischen den Zufuhrungskanalen und den 
Abfuhrungskanalen lichtundurchlassig ausgefuhrt sind. 

11 Mikrofluidischer Reaktionstrager nach einem der Anspruche 2 bis 9. dadurch 
gekennzeichnet, dali die Verbindungskanale aus einer Vielzahl von 
zusammengeschmolzenen Glasfaserbundein bestehen, wobei die Glasfaserseelen 
herausgeatzt sind und somit Mikrokanale bestehen. 

12 Mikrofluidischer Reaktionstrager nach Anspruch 11. dadurch gekennzeichnet. dafi 
die Glasfaserbundel mit herausgeStzten Seelen nur im Bereich der 
Reaktionsbereich angeordnet werden. 

13 Mikrofluidischer Reaktionstrager nach einem der Anspruche 2 bis 9. dadurch 
gekennzeichnet. dali die Verbindungsebenen aus einer Siliziumschicht bestehen. 
in weiche eine Vielzahl von kleinen Kanalen geatzt wurde. 
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14 Mikrofluidischer Reaktionstrager nach einem der Anspruche 2 bis 9, dadurch 
gekennzeichnet, daG mehrere Stromungsebenen so ubereinander angeordnet 
werden, dali sich die Reaktionsbereiche in der 2U den Stromungsebenen 
senkrechten Projektion nicht uberlagern und individuell durch Licht photoaktiviert 
warden konnen und Licht ebenfalls ortsspezifisch fur jeden der Reaktionsbereiche 
detektiert warden kann. 

15 Mikrofluidischer Reaktionstrager nach einem der Anspruche 1 bis 14, dadurch 
gekennzeichnet, daS eine programmierbare Lichtquellenmatrix fur die Synthese 
und Analyse in den Reaktionstrager integriert wird. 

16 Mikrofluidischer Reaktionstrager nach einem der Anspnjche 1 bis 14, dadurch 
gekennzeichnet, daS eine Detektionseinheit in Form einer CCD-Matrix in den 
Reaktionstrager integriert wird. 

17. IVlikrofluidischer Reaktionstrager nach einenn der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass eine Vielzahl von jeweiis 
unterschiedlichen Rezeptoren an spezifische Bereiche an den Trager 
gebunden ist. 

18. Mikrofluidischer Reaktionstrager nach Anspruch 17, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Rezeptoren ausgewahit sind aus 
Nukleinsauren,. wie DNA, RNA, Nukleinsaureanaloga, wie Peptid- 
nukleinsauren (PNA), Peptiden und Sacchariden. 

1 9. Mikrofluidischer Reaktionstrager nach Anspruch 1 7 oder 1 8, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Rezeptoren aus einzelnen Synthesebaustei- 
nen an denn Trager synthetisiert worden sind, 

20, Mikrofluidischer Reaktionstrager nach einem der Anspruche 17-19, 
dadurch gekennzeichnet, dass zwischen Rezeptor und Trager ein 
Baustein eingefugt ist, der eine Abspaltung des Rezeptors eriaubt. 
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21. Mikrofluidischer Reaktionstrager nach Anspruch 20, dadurch 
gekennzeichnet, dass nach Abspaltung des Rezeptors eine funktio- 
nelle Gruppe auf dem Trager zuruckbleibt, welcher zur Synthese 
eines neuen Rezeptors geeignet ist. 

22. Verwendung eines mikrofluidischen Reaktionstragers nach einem der Anspruche 6 
bis 21 wobei durch die transparente Deckschicht Lumineszenz- und 
Fluoreszenzmessungen im RQcklichtverfahren durchgefuhrt werden. 

23. VenA^endung eines mikrofluidischen Reaktionstragers nach einem der Anspruche 7 
bis 22, wobei jeder Reaktionsbereich uber eine programmierbare 
Lichtquellenmatrix Licht definierter Wellenlange ausgesetzt wird und uber besagtes 
Licht und besagte Ruidversorgung biochemisch funktionalisiert wird und 
gleichzeitig uber die zweite transparente Deckschicht alle Vorgange im 
Reaktionstrager optisch uberwacht werden. 

24. Verwendung eines mikrofluidischen Reaktionstragers nach einem der Anspruche 7 
bis 22 ^ wobei durch die beiden transparenten Deckschichten Lumineszenz- und 
Fluoreszenzmessungen sowie Absorptionsmessungen im Durchlichtverfahren 
durchgefuhrt werden. 

25 . VenA/endung eines mikrofluidischen Reaktionstragers nach einem der Anspruche 1 
bis 22 zur nalichemischen Synthese von Oligomer- oder Polymersonden wie DNA, 
RNA, PNA, LNA und anderen. 

26 Verwendung eines mikrofluidischen Reaktionstragers nach einem der Anspruche 1 
bis 22 zur integrierten Synthese und Analyse von Polymeren. 

27 VenA/endung eines mikrofluidischen Reaktionstragers nach einem der Anspruche 1 
bis 22 zur optischen Analyse der Hybridisierung von Polymersonden mit 
komplementaren Fragmenten. 

28 Verwendung eines mikrofluidischen Reaktionstragers nach einem der Anspruche 1 
bis 22 zur effizienten hochparallelen kombinierten naGchemischen und 
lichtgesteuerten Synthese von Oligomer- oder Polymersonden wie DNA, RNA, 
PNA, LNA, Proteinen und anderen sowie zur anschlielienden optischen Analyse 
der Hybridisierung mit komplementaren Fragmenten. 
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29, Verwendung eines mikrofluidischer Reaktionstragers nach einem der Anspruche 1 
bis 222ur lichtgesteuerten Synthese von Oligomer- oder Polymersonden wie DNA, 
RNA. PNA. LNA und anderen sowie 2ur anschlieftenden optischen Analyse der 
Hybridisierung mit komplementaren Fragmenten. 

30, Verwendung eines mikrofluidischen Reaktionstragers nach einem der Anspruche 1 
bis 22 zur individuellen Benetzung und biochemischen Funktionalisierung jedes 
Reaktionsbereiches im Reaktionstrager. 
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Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehorende Veroffentlichungen. soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der intemationaJen Recherche konsultierte elektronische Oatenbank (Name der Datenbank und evtt. verwendete Suchbegriffe) 

EPO-Internal, MPI Data, PAJ 



C. MS WESENTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie" 



Bezeichnung der VeroWentlichung. soweit erfordertich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspfuch Nr. 



wo 93 22053 A (UNIV PENNSYLVANIA) 
11. November 1993 (1993-11-11) 



Seite 5, Absatz 2 -Seite 10, Absatz 1 
Seite 18, Absatz 1 -Seite 35, Absatz 1 
Beispiele 1-17 



1,4,6,7, 
13.14, 
17,18, 
22,25,30 



16,19, 
22,27 



Abbildungen 1-5,16-21 



-/" 



y Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



• Besondere Kategorien von angegobenen Verdftentlichurigen 

"A" Veroffentlichung. die den allgemeinen Stand der Technik defintert, 
aber nk:ht als t>esonders bedeutsam anzusehen tst 

"E' alteres Ookument. das jedoch erst am Oder nach dem intemationalen 
Anmeidedatum veroffendicht worden ist 

'L' Veroffentlichung, die geeignet ist einen Prioiitatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen. oder durch die das Veroffentlkrhungsdatum einer 
anderen im Recherchenberidit genannten Verdffentlwlxjng belegt werdon 
soli Oder die aus einem anderen besonderen Grxjnd angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"0" Veroffentiichung, die sich auf eine mOntflkrhe Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere Maflnahmen bezieht 

'P' Veroffentlchung, die vor dem intemationalen Anmeidedatum. aber nach 
dem beanspnjchten Prioritatsdatum veroffentticht worden ist 



"T" Spatere VeroffendlchuTg, die nach dem tntematiorwlen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum veroffentticht worden ist und mit der 
Anmeidung nicht kotlidiert sondem nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrnnddregerxien Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theofie angegeben ist 

'X" Veroffentlfching von besonderer Bedeutung: die beanspruchte Erfindung 
kann aJlein autgrur>d dieser Ver6ffentllchur»g nicht als neu oder auf 
effindoriacher Tatigkeit berijhend betrachtet werden 

'Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; de beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden. wem die Veroffantltehung mit einer Oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Vertwndung gebracht wird und 
diese Vertindung fur einen Fachmann naheliegend ist 
Veroffentlichung. die ^^l^ied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der Intemationalen Recherche 



14. November 2000 



Absendedatum des intemationalen Recherchenberichts 



21/11/2000 



Name und Postanschrift der Intemationalen Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt. P.B. S818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Riiswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo r^. 
Fax: (+31 -70) 340-3016 



Bevoilmachtigter Bediensteter 



Koch, A 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Interna iles Aktenzeichen 

PCT/EP 00/07445 



C.(Fortsettung) ALS WESENTUCH ANGESEHENE UMTERUXGEN 



kategorie* Bezeichnung der Veroffentlichung. soweit ertofderiich unter Angabe der in Betracht kommenden Teite 



Betr. Anspruch Nr. 



wo 99 14368 A (WHITEHEAD BIOMEDICAL INST) 
25. Marz 1999 (1999-03-25) 
Seite 3, Absatze 1,2 
Seite 5, Absatz 2 

10, Absatz 5 -Seite 11, Zeile 12 
Zeile 5 -Seite 19, Zeile 12 
Zeile 29 -Seite 24, Zeile 10 
Zeile 22 -Seite 25, Zeile 10 
Zeile 15 -Seite 38, Zeile 17 
3 



16,22 



18, 



Seite 
Seite 
Seite 21. 
Seite 24, 
Seite 37, 
Anspruch 



A 

P.Y 



Abbildungen 3,4,6,7 

US 5 595 712 A (PERROTTO JOSEPH A ET AL) 
21. Januar 1997 (1997-01-21) 
Spalte 2, Zeile 43 -Spalte 2, Zeile 58 
Spalte 4, Zeile 33 -Spalte 6, Zeile 3 
Spalte 8. Zeile 36 -Spalte 10, Zeile 10 
Abbildungen 1-7 

WO 99 46045 A (OSTERLOH DIRK KLAUS ; PETERS 
RALF PETER (DE); UENAL NEZIH (DE); SAC) 
16. September 1999 (1999-09-16) 
Seite 1, Absatz 2 

Seite 5, Zeile 5 -Seite 5, Zeile 31 
Seite 15, Zeile 33 -Seite 17, Zeile 3 
Seite 19, Zeile 11 -Seite 19, Zeile 25 
Seite 20, Zeile 1 -Seite 20, Zeile 25 
Seite 21, Zeile 33 -Seite 23, Zeile 21 
Seite 24, Zeile 4 -Seite 25, Zeile 35 
Abbildungen 1-14 



1-3 

25-28 
19,27 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

Angaben zu Verottentjichungt. jie zar selben Patentfamilie gehoren 



intemat '»s Aktenzeichen 

PCT/EP 00/07445 



Im Recherchenbertcht 


Datum der 




Mitgiied(er) der 


Datum der 


angefuhftes Patentdokument 


Verotfentlichung 




Patentfamilie 
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US 
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AT 
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AT 
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AT 
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15-08-1996 
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AU 
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CA 


2134475 A 


11-11-1993 




CA 


2134476 A 


11-11-1993 




CA 


2134477 A 
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CA 


2134478 A 


11-11-1993 




DE 


69303483 D 


08-08-1996 




DE 


69303483 T 


06-02-1997 




DE 


69303898 D 


05-09-1996 




DE 


69303898 T 


20-02-1997 




DE 


69312483 D 


04-09-1997 




DE 


69312483 T 


12-02-1998 




DE 


69319427 D 


06-08-1998 




DE 


69319427 T 


10-12-1998 




DE 


69322774 D 


04-02-1999 




DE 


69322774 T 


17-06-1999 




EP 


0637996 A 


15-02-1995 




EP 


0637997 A 


15-02-1995 




EP 


0639223 A 


22-02-1995 




EP 


0637998 A 


15-02-1995 




EP 


0637999 A 


15-02-1995 




ES 


2106341 T 


01-11-1997 




ES 


2127276 T 


16-04-1999 




GR 


3025037 T 


30-01-1998 




GR 


3029509 T 


28-05-1999 




HK 


16897 A 


13-02-1997 




JP 


7506430 T 


13-07-1995 




JP 


7506431 T 


13-07-1995 




JP 


7506256 T 


13-07-1995 




JP 


7506257 T 


13-07-1995 




JP 


7506258 T 


13-07-1995 




WO 


9322054 A 


11-11-1993 




WO 


9322421 A 


11-11-1993 




WO 


9322055 A 


11-11-1993 




WO 


9322058 A 


11-11-1993 


WO 9914368 A 


25-03-1999 


KEINE 




US 5595712 A 


21-01-1997 


AT 


173181 T 


15-11-1998 




BR 


9508431 A 


09-06-1998 




DE 


69505986 D 


17-12-1998 




DE 


69505986 T 


20-05-1999 
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0772490 A 


14-05-1997 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Angaben zu Verbffentiichungi. 

Im Rechercnenbericht 
angefuhrtes Patentdokument 

US 5595712 



die zor setben Patentfamilie gehoien 



Datum der 
Veroffentlichung 



interna ies Akienzeichen 

PCT/EP 00/07445 



Mftglied(er) der 
Patenttamiiie 



JP 

uo 



10503708 T 
9603206 A 



Datum der 
Veroffentlidiung 

07- 04-1998 

08- 02-1996 



WO 9946045 



16-09-1999 



DE 
AU 



19810499 A 
3034099 A 



16-09-1999 
27-09-1999 
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